UJI TOKSISITAS (Brine Shrimp Lethality Test) dan UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAUN KEMBANG BULAN (Tithonia diversifolia A. Gray) TERHADAP BAKTERI Staphylococcus aureus dan Escherichia coli by Wahyuni, Mira et al.
Jurnal Kimia Mulawarman Volume 12 Nomor 2 Mei 2015 ISSN 1693-5616
Kimia FMIPA Unmul
Kimia FMIPA Unmul 79
UJI TOKSISITAS (Brine Shrimp Lethality Test) dan UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAUN
KEMBANG BULAN (Tithonia diversifolia A. Gray) TERHADAP BAKTERI Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli
Mira Wahyuni, Chairul Saleh, Rudi Kartika
Program Studi Kimia FMIPA Universitas Mulawarman
Jalan Barong Tongkok No. 4 Kampus Gunung Kelua Samarinda, 75123
Email: mira.wahyuni32@gmail.com
ABSTRACT
Phytochemical, toxicity tests (Brine Shrimp Lethality Test) and the antibacterial activity of kembang bulan leaf
(Tithonia diversifolia A. Gray). Phytochemical test results of secondary metabolites kembang bulan leaf (Tithonia
diversifolia A. Gray) show that the ethanol extract contains alkaloids, flavonoids, steroids, phenolic and saponins. N-
hexane fraction containing alkaloids and steroids. Ethyl acetate fraction contain flavonoids and steroids. Shrimp larvae
toxicity test values obtained Lethal Concentration 50% (LC50) at 383.5660 ppm ethanol extract, fractions 325.1583 ppm
n-hexane and ethyl acetate fraction 196.3755 ppm. Test antibacterial activity against Staphylococcus aureus (Gram
positive) and Escherichia coli (Gram negative) indicates that the most active fraction was ethanol extract the value of
minimum inhibitory 1-2% (w / v) where the clear zone diameter of 8.5 to 9, 75 mm in the bacterium Escherichia coli
and from 7.5 to 9.75 mm in Staphylococcus aureus.
Keywords : (Tithonia diversifolia A. Gray), phytochemical test, Antibacteria activity test, LC50.
A. PENDAHULUAN
Infeksi merupakan masalah besar yang menyedot
perhatian dunia. Penyakit infeksi telah menyebabkan
kematian sebesar 13 juta orang di seluruh dunia setiap
tahun, terutama di negara-negara yang sedang berkembang
seperti Indonesia. Pemakaian antibiotika merupakan
keharusan dalam penanggulangan penyakit infeksi.
Beberapa tahun terakhir terdapat peningkatan angka
resistensi terhadap antibiotika (Salni dkk, 2011).
Ada beberapa jenis bakteri yang menyebabkan infeksi
pada manusia, contohnya bakteri Staphylococcus aureus
dan bakteri Escherichia coli. Dimana bakteri ini umumnya
menyebabkan penyakit yang berasal dari makanan,
penyebab penyakit diare dan merupakan indicator kualitas
air minum yang terkontaminasi oleh feses.
Pemanfaatan bahan alam yang berasal dari tumbuhan
sebagai obat tradisional telah lama dilakukan oleh
masyarakat Indonesia untuk menangani berbagai masalah
kesehatan (Cut Nuria dkk, 2009). Selain khasiatnya yang
telah turun temurun digunakan oleh masyarakat, obat ini
lebih murah dan mudah didapat, namun diperlukan
penelitian yang lebih lanjut karena banyaknya tanaman
yang belum diketahui kadar toksisitasnya (Muaja dkk,
2013).
Kembang bulan (Tithonia diversifolia (Hemsley) A.
Gray) merupakan spesies tumbuhan yang termasuk dalam
family Asteraceae. Tumbuhan ini secara empirik telah lama
digunakan oleh masyarakat di Asia Selatan, Amerika
Tengah dan Afrika digunakan untuk mengobati beberapa
macam penyakit.
B. METODOLOGI PENELITIAN
2.1. Alat dan Bahan
2.1.1 Alat
Blender, erlenmeyer, gelas beker, neraca analitik,
pompa vakum, rotary evaporator, pipet volume, pipet tetes,
bulp, tabung reaksi, pipet mikro 100-1000 µl, autoklaf,
laminar flow, water shaker, oven, inkubator, hot plate, batang
pengaduk, cawan petri, kawat ose, bunsen, magnetic stirer,
aluminium foil, freezer, corong pisah, corong kaca, mistar,
kertas saring, kapas, pinset dan gelas ukur.
2.1.2 Bahan
Daun kembang bulan, etanol, n-heksana, akuades, etil
asetat, H2SO4 pekat, HCl pekat, CH3COOH glasial, H2SO4
pekat, FeCl3 1 %, serbuk Mg, akuades panas, reagen
dragendroff, yeast extract, bacto agar, NaCl, pepton, bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, larva udang
(Artemia salina L.).
2.2. Prosedur Penelitian
2.2.1 Uji Fitokimia
a. Uji Alkaloid
Dengan kertas saring, dimana pada kertas saring
ditotolkan ekstrak etanol dan fraksi daun kembang bulan
lalu disemprotkan dengan reagen Dragendroff. Apabila ada
noda yang naik dan memberikan perubahan warna menjadi
orange atau merah, diduga positif alkaloid (Lenny dkk,
2010).
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b. Uji Terpenoid dan Steroid
Pemeriksaan senyawa terpenoid dan steroid dilakukan
dengan pereaksi Libermann-Burchard yaitu anhidrida asetat.
Ke dalam ekstrak kloroform dalam tabung reaksi (plat tetes)
ditambahkan anhidrida asetat 2-3 tetes. Pada sampel lain
ditambahkan 1-2 tetes H2SO4 sebagai pembanding. Sampel
yang diberi asetat anhidrida diaduk sampai kering
kemudian ditambahkan 1-2 tetes H2SO4 pekat dan bila
timbul warna merah atau merah ungu memberikan indikasi
terpenoid, sedangkan bila timbul warna hijau atau hijau-
biru maka indikasi untuk steroid.
c. Uji Fenolik
Uji kualitatif secara umum terhadap senyawaan fenol
adalah dengan pereaksi Besi (III) klorida (FeCl3). Ekstrak
yang ditambahkan 2 tetes FeCl3, bila terbentuk warna biru
atau biru ungu maka uji positif terhadap fenolik.
d. Uji Saponin
Ekstrak etanol daun kembang bulan dan fraksi-
fraksinya, dikocok kuat, jika timbul busa ditambahkan 1
tetes HCl pekat. Ekstrak positif mengandung saponin jika
timbul busa dengan ketinggian 1-3 cm yang bertahan
selama 15 menit.
e. Uji Flavonoid
Uji flavonoid secara umum adalah dengan
menambahkan ekstrak jaringan tumbuhan dengan sekitar ½
mL HCl pekat dan beberapa butir serbuk Magnesium
(Sianidin Test). Timbulnya warna oranye sampai merah
mengindikasikan adanya flavonoid.
2.2.2 Uji Aktivitas Antibakteri
Bakteri yang digunakan adalah Staphylococcus aureus
(bakteri gram positif) dan Escherichia coli (bakteri gram
negatif). Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan
in vitro dengan menggunakan metode kertas cakram yang
berdiameter 5 mm.
a. Sterilisasi Alat dan Bahan
Cawan petri, tabung reaksi, erlenmeyer, media agar
NA, media nutrient broth dan seluruh alat dan bahan
(kecuali ekstrak kasar daun kembang bulan) yang akan
digunakan disterilisasi didalam autoklaf selama 20 menit
pada suhu 121oC dan tekanan 1 atm setelah sebelumnya
dicuci bersih, dikeringkan dan dibungkus kertas (Bilbiana,
1994 dalam Amalia, 2012).
b. Pembuatan media Nutrien Agar (NA)
Sebanyak 23 gr NA disuspensikan dalam 1000 mL
akuades kemudian dipanaskan hingga larut. Selanjutnya
disterilkan dalam autoklaf selama 20 menit pada suhu
120°C (Gowri, 2009 dalam Amalia, 2012).
c. Pembuatan Susupensi Bakteri
Sebanyak satu koloni biakan bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli dengan menggunakan kawat
ose yang dilakukan secara aseptis. Kemudian disuspensikan
ke dalam tabung yang berisi 2 mL nutrien broth lalu
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35ºC. Suspensi bakteri
homogen yang telah diinkubasi siap dioleskan pada
permukaan media nutrien agar secara merata (Gunawan,
dkk. 2008 dalam Amalia, 2012).
d. Uji Aktivitas Antibakteri
Pelaksanaan uji aktivitas antibakteri dengan
menggunakan metode difusi agar (Kirby-Bauer). Sebanyak
15 mL nutrien agar dimasukkan kedalam cawan petri dan
dibiarkan hingga memadat. Kemudian dimasukkan
inokulum bakteri kedalam cawan petri yang berisi nutrien
agar mengunakan lidi kapas steril. Inokulum bakteri
dioleskan pada media agar dengan kemiringan cawan petri
90º secara terus menerus hingga merata (Mahato dan
Chaudhary, 2005). Setelah itu diletakkan kertas cakram (6
mm) pada permukaan media agar yang mengandung
ekstrak uji. Sebagai kontrol positif pada masing-masing
cawan petri dimasukkan kertas cakram yang mengandung
kloramfenikol. Dan sebagai kontrol negatif dimasukkan
kertas cakram tanpa penambahan ekstrak. Kemudian
cawan petri diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35-37ºC.
e. Penentuan MIC (Minimum Inhibitory
Concentration)
Ekstrak total dan fraksi-fraksi daun mara dibuat dalam
beberapa konsentrasi yaitu 1; 2; 4; 8 dan 16 % (b/v). Tiap
konsentrasi kemudian diuji aktifitas antibakterinya dan
hasilnya akan terlihat pada konsentrasi terendah dari
ekstrak yang masih dapat menghambat pertumbuhan
bakteri merupakan nilai MIC (Minimum Inhibitory
Concentration). Ekstrak yang digunakan dalam uji aktifitas
antibakteri ini yaitu Fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan
ekstrak etanol.
2.2.3 Uji Toksisitas dengan Metode BSLT
Dimasukkan air laut sebanyak 2500 µL ke tabung
pertama pada konsentrasi 1000 ppm hingga konsentrasi 15,6
ppm, kemudian dimasukkan fraksi yang akan diuji pada
masing-masing tabung yang telah dimasukkan air laut
sebelumnya hingga pada setiap tabung telah terisi dengan
fraksi yang diuji. Kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang
hingga total air asinnya 2,5 mL. Untuk setiap konsentrasi
dilakukan 3 kali pengulangan. Sebagai kontrol dilakukan
dengan 100 µl larutan blanko kemudian ditambahkan air laut
hingga 2,5 mL. Pengamatan dilakukan setelah 24 jam dengan
menghitung jumlah larva udang yang masih hidup dan yang
sudah mati. Nilai LC50 ditentukan dengan program
komputer sederhana untuk analisis probit pada taraf
kepercayaan 95%
C. HASIL DAN PEMBAHASAN
Berdasarkan hasil uji fitokimia terhadap ekstrak kasar,
fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat dari daun kembang
bulan (Tithonia diversifolia A. Gray) diketahui kandungan
jenis senyawa metabolit sekundernya yang diperlihatkan
pada table berikut ini.
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Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia dari ekstrak kasar dan
masing-masing fraksi
Jenis
Senyawa
Jenis Ekstrak
Ekstrak
Kasar
Etanol
Fraksi
n-heksana
Fraksi Etil
Asetat
Alkaloid + + -
Flavonoid + - +
Steroid + + +
Terpenoid - - -
Fenolik + - -
Saponin + - -
Ket : (+) : terdapat senyawa metabolit sekunder
(-) : tidak terdapat senyawa metabolit sekunder
Untuk uji alkaloid terhadap ekstrak kasar dan ekstrak
dari masing-masing fraksi dengan menggunakan pereaksi
dragendroff (campuran Bi(NO3)2.5H2O dalam asam nitrat
dan larutan KI) setelah ditotolkan di kertas saring dan
disemprotkan dengan pereaksi dragendroff kedua ekstrak
tersebut memberikan hasil positif dengan terbentuknya
bercak cokelat jingga sedangkan pada fraksi etil asetat
negatif.
Untuk uji flavonoid dengan menggunakan pita Mg
(magnesium) dan HCl pekat diperoleh hasil positif pada
ekstrak kasar dan ekstrak fraksi etil asetat dengan
terbentuknya larutan berwarna hijau yang sebelumnya
larutan berwarna cokelat kekuningan tetapi pada ekstrak
fraksi n-heksana menunjukkan hasil negatif karena tidak
terdapat perubahan.
Untuk uji steroid menggunakan pereaksi Liebermann
Burchard (asam asetat glacial + H2SO4 pekat) diperoleh
hasil positif pada ekstrak kasar, fraksi etil asetat dan ekstrak
fraksi n-heksana yang menghasilkan warna hijau kebiruan
yang menunjukkan positif steroid.
Untuk uji fenolik menggunakan pereaksi FeCl3
diperoleh hasil positif pada ekstrak kasar sedangkan fraksi
n-heksana dan fraksi etil asetat menunjukkan hasil negative
yang tidak menunjukkan perubahan warna pada sampel.
Terakhir untuk uji saponin diperoleh hasil positif
untuk ekstrak kasar etanol dengan terbentuknya buih
dengan ketinggian 1-3 cm dan tahan dalam waktu lama
serta tidak hilang setelah ditambahkan HCl pekat
sedangkan hasil negatif pada fraksi n-heksana dan etil
asetat, dimana buih yang dihasilkan hilang setelah
penambahan HCl pekat.
Tabel 2. Nilai LC50 Uji Mortalitas Larva Udang Ekstrak
kasar dan masing-masing fraksi.
Jenis Ekstrak LC50 (ppm)
Ekstrak Kasar Etanol 383.5660 ppm
Fraksi n-Heksana 325.1583 ppm
Fraksi Etil Asetat 196.3755 ppm
Berdasarkan hasil uji BSLT diatas, nilai ini
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut ekstrak
sampel mampu membunuh larva udang sampai 50%
populasi. Nilai LC50 dari uji mortalitas larva udang
diperoleh dengan menggunakan Analisis Probit SAS.
Semakin kecil nilai LC50 (Lethal Concentration 50 %) dari
suatu sampel maka semakin tinggi bioaktivitasnya. Nilai-
nilai di atas menunjukkan kematian populasi larva udang
hingga 50% populasi.
Walaupun bioaktivitas dari fraksi n-heksana dan
ekstrak kasar etanol kurang dari bioaktivitas fraksi etil
asetat. Namun berdasarkan studi yang dilakukan Meyer
(1982), senyawa kimia dikatakan berpotensi aktif bila
mempunyai nilai LC50 kurang dari 1.000 ppm. Dengan
demikian dapat dikatakan bahwa ekstrak kasar etanol,
fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat berpotensi aktif
karena nilai LC50 yang dihasilkan kurang dari 1.000 ppm.
Metode yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri
pada penelitian ini adalah metode difusi agar dengan
perlakuan kertas cakram 5 mm yang telah dijenuhkan
dengan ekstrak uji kemudian ditempatkan pada permukaan
media agar yang sebelumnya telah diinokulasi bakteri uji
pada permukaannya dengan cara dioleskan yang
selanjutnya diinkubasi. Dimana diameter zona bening di
sekitar cakram merupakan aktivitas antibakteri atau daya
hambat/daya bunuh ekstrak uji terhadap bakteri uji.
Gambar 1. Grafik daya hambat ekstrak kasar terhadap
variasi konsentrasi pada bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli
Dimana dapat disimpulkan bahwa nilai MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) dari ekstrak kasar
daun kembang bulan (Tithonia diversifolia A. Gray) pada
konsentrasi 1 % (b/v) terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan pada konsentrasi 1 % (b/v) terhadap bakteri
Escherichia coli.
Gambar 2. Grafik daya hambat fraksi n-heksana terhadap
variasi konsentrasi pada bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli
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Dimana dapat disimpulkan bahwa nilai MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) dari fraksi n-heksana
daun kembang bulan (Tithonia diversifolia A. Gray) pada
konsentrasi 1 % (b/v) terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan pada konsentrasi 1 % (b/v) terhadap bakteri
Escherichia coli.
Gambar 3. Grafik aktivitas antibakteri pada fraksi etil
asetat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli
Dimana dapat disimpulkan bahwa nilai MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) dari fraksi etil asetat
daun kembang bulan (Tithonia diversifolia A. Gray) pada
konsentrasi 2 % (b/v) terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan pada konsentrasi 2 % (b/v) terhadap bakteri
Escherichia coli.
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri yang
diperoleh dapat dikatakan bahwa ekstrak dan masing-
masing fraksi dari daun kembang bulan (Tithonia
diversifolia A. Gray) masih kurang efektif sebagai
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli karena tidak ada aktivitas dari ekstrak
yang memiliki aktivitas lebih besar dari aktivitas antibakteri
kloramfenikol. Namun ekstrak dan masing-masing fraksi
dari daun kembang bulan (Tithonia diversifolia A. Gray)
tetap dapat dianggap berpotensi sebagai antibakteri.
D. KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil
beberapa kesimpulan, yaitu :
1. Berdasarkan dari hasil uji fitokimia diperoleh
kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
didalam ekstrak kasar etanol, ekstrak fraksi n-heksana
dan fraksi etil asetat daun kembang bulan (Tithonia
diversifolia A. Gray) adalah alkaloid, flavonoid,
steroid, fenolik dan saponin pada ekstrak kasar etanol.
Pada ekstrak fraksi n-heksana diperoleh alkaloid dan
steroid sedangkan pada fraksi etil asetat diperoleh
flavonoid dan steroid.
2. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan diperoleh
bahwa ekstrak kasar etanol yang paling aktif
menghambat pertumbuhan kedua bakteri pada
konsentrasi minimum 1% dengan diameter zona
bening 7,5 mm pada bakteri Staphylococcus aureus
dan 8,5 mm pada bakteri Escherichia coli.
3. Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan
bahwa pada fraksi etil asetat memiliki bioaktivitas
paling tinggi dengan nilai LC50 sebesar 196.3755 ppm.
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